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rOMPOSES. L FT m PREPARATION ET LEU R UTILISATION POUR LE 
TR ANSFERT D' ACTDES NUn PJOUES DA NS LES CELLULES 

La presente invention conceme de nouveaux agents de transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. Ces nouveaux agents de transfert d'acides nucleiques 
5 sont plus particulierement apparentes a la famiUe des lipopolyamines, et comportent 
au moins une fonction amidine cyclique. Ces agents sont utiles pour la transfection 
des acides nucleiques dans differents types cellulaires, aussi bien in vitro que ex vivo 
ou in vivo. 

Avec le developpement des biotechnologies, la possibilite de transferer 
1 0 efficacement des acides nucleiques dans les cellules est devenue une necessite. II peut 
s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in vitro, par example pour la 
production de proteines recombinantes, ou au laboratoire, pour I'etude de la regulation 
de I'expression de genes, le clonage de genes, ou toute autre manipulation impliquant 
I'ADN. II peut egalement s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in 
1 5 vivo, par exemple pour la creation d'animaux transgeniques, la realisation de vaccins, 
des etudes de marquage ou egalement des approches therapeutiques. II peut encore 
s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules ex vivo, dans des approches de 
greffes de moelle osseuse, d'immunotherapie ou d'autres methodes impliquant le 
transfert de genes dans des cellules prelevees d'un organisme, en vue de leur 
20 readministration ulterieure. 

Differents types de vecteurs synthetiques ont ete developpes pour ameliorer le 
transfert des acides nucleiques dans les cellules. Parmi ces vecteurs, les lipides 
cationiques possedent des proprietes interessantes. Ces vecteurs sont constitues d'une 
partie polaire, cationique, interagissant avec les acides nucleiques, et d'une partie 
25 lipidique, hydrophobe, favorisant la penetration cellulaire. Des exemples particuliers 
de lipides cationiques sont notamment les lipides monocationiques (DOTMA : 
Lipofectin®), certains detergents cationiques (DDAB), les lipopolyamines et en 
particulier la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou la 5-carboxyspermylamide 
de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES), dont la preparation a ete decrite 
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par exemple dans la demande de brevet EP 394 111. Une autre famille de 
lipopolyamines est representee par les composes RPR120531, RPR 122766 ou 
RPR120535 decrits dans la demande de brevet WO 97/18185 incorporee a la presente 
par reference, et sont illustres a la figure 2. 

5 Mais jusqu'a present, les injections dans les tissus, et notamment les muscles, 

etaient souvent faites avec de TADN nu afm de faciliter son entree dans les cellules, 
Tassociation a des vecteurs synthetiques conduisant a des complexes de taille trop 
importante pour etre incoipores dans les cellules. 

C'est un des principaux problemes que la presente invention se propose de 
10 resoudre. En effet, les agents de transfert d'acides nucleiques selon invention 
possedent Tavantage inattendu de presenter un niveau de transfection in vivo dans le 
muscle au moins equivalent a celui obtenu avec FADN nu. L'association avec un 
compose selon I'invention protege TADN des degradations par les nucleases et/ou des 
deteriorations au cours de la lyophilisation, ce qui contribue a ameliorer 
15 significativement la stabilite des formulations nuclolipidiques. De plus, une telle 
association permetune liberation controlee lente des acides nucleiques. 

Par ailleurs, les agents de transfert d'acides nucleiques selon la presente invention sont 
des lipides cationiques portant une region cationique originale qui confere aux 
molecules des proprietes ameliorees, et notamment une cytotoxicite reduite par 
20 rapport aux vecteurs cationiques de Tart anterieur. Cette partie cationique est 
representee plus precisement par une ou plusieurs polyamine particuliere(s), portant 
une ou plusieurs fonctions amidine cycliques. 

Ainsi, un premier objet de I'invention conceme un nouveau type d'agents de 
transfert d'acides nucleiques sous fonne D, L, ou DL, de formule generale (I) : 
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CA Rep R (I) 

pour laquelle : 

® CA represente une tete cycloamidine et ses formes mesomeres de fomiule 
generale (II) : 



r -4 R, m 



pour laquelle : 

. m, et n sont des entiers independants I'un de I'autre compris entre 0 et 3 inclus et tels 
que m+n est superieur ou egal a 1 , 

5 • Ri represente un groupement de formule generale (III) : 

-4(CH,)— (HI) 

pour laquelle p et q sont des entiers independants I'un de I'autre compris entre 0 et 10 
inclus, et Y represente un groupement carbonyle. amine, methylamine, ou bien 
methylene, Y pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
10 groupements [(CH2)p-Y], et etant entendu que R, peut etre lie a n'importe quel atome 
de la formule generale (II), 

. X represente un groupement NR2 ou bien CHR2, R2 6tant soit un atome d'hydrogene 
soit le groupement Ri tel que defini precedemment, 



• Le groupement v--=^w '^^P""^^^"*^ • 

k 4 

1 5 * l"^ cas : un groupement de formule generale (IV) : 

NH 

R"N-'^W (I^^ 

pour laquelle W represente CHR'" ou bien NR'", et R" et R'" representem 
independemment Tun de I'autre un atome d'hydrogene, un methyle, ou le groupement 



Ri tel que defini precedemment, etant entendu que R" et R'" ne peuvent pas etre R| en 
meme temps, ou bien 



* 2^"*^ cas : u n groupement de formule generale (V) : 



NHR' 
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pour laquelle W represente CHR*" ou bien NR'", et R' et R"' representent 
independemment Tun de I'autre un atome d'hydrogene, un methyle, ou le groupement 
Ri tel que defini precedemment, etant entendu que R* et R"' ne peuvent pas etre Ri en 
meme temps, 

<D Rep est absent ou est un repartiteur de formule generale (VI) : 



dont Tatome d'azote est rattache a CA, et : 

• t est un entier compris entre 0 et 8 inclus, 

• r est un entier compris entre 0 et 10 inclus, r pouvant avoir des significations 
differentes au sein des differents groupements -NR4-(CH)r-, 

• R3, qui peut avoir des significations differentes au sein des differents groupements 
NR4-(CH)rR3, represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle, ou un 
groupement de formule generale (VII) : 




-^CH2)^N^H (VII) 
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pour laquelle u est un entier compris entre 1 et 10 inclus, s est un entier compris entre 
2 et 8 inclus pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements -(CH2)s-NR5, et R5 est un atome hydrogene, un groupement CA tel que 
definis precedemment etant entendu que les groupements CA sent independants les 
5 uns des autres et peuvent etre differents, ou bien un groupement de formule generale 
(Vn) etant entendu que les groupements de formule generale (yH) sont independants 
les uns des autres et peuvent avoir des significations differentes, 

* R4 est defini de la meme fa9on que R3 ou bien represente un groupement CA tel que 
defini precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les 

1 0 uns des autres et peuvent etre differents, et 

<D R est lie a la fonction carbonyle du groupement Rep de formule generale 
(VI), ou bien si Rep est absent R est lie directement a CA, et represente : 

* soit un groupement de formule NR^Ry pour laquelle R6 et R7 representent 
independanunent Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou un radical aliphatique sature 

15 ou non, lineaire ou ramifiee, eventuellement fluore, contenant 1 a 22 atomes de 
carbone, avec Tun au moins des deux substituants Re ou R7 different de I'hydrogene et 
Tautre contenant entre 10 et 22 atomes de carbone, 

* soit un derive de steroYde, 

* soit un groupement de formule generale (VIII) : 

-[nH (CH,)4y-Q (VIII) 

20 

pour laquelle x est un entier compris entre 1 et 8 inclus, y est un entier compris entre 
1 et 10 inclus, et soit Q represente un groupement C(0)NR6R7 pour lequel Re et R7 
sont definis comme precedemment, soit Q represente un groupement C(0)R8 pour 
lequel Rs represente un groupement de formule (DC) : 
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o 

pour laquelle z est un entier compris entre 2 et 8 inclus, et Rg est un radical 
aliphatique sature ou non , eventuellement fluore, contenant 8 a 22 atomes de 
carbone, ou un derive de steroide, 

ou bien Rg represente un groupement -O-R9 pour lequel R9 est defini comme ci- 
dessus. 

Dans una premiere variante de I'invention, Rep est un repartiteur a 1, 2, ou 3 
bras. On peut par exemple citer les repartiteurs suivants : 

f t 
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R 



Dans une seconde variante de I'invention, R3 et R4, present dans la formule 
(VI), representent des atomes d'hydrogene. 
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Dans une autre variante de rinvention R4 est un atome d'hydrogene et R3 est 
xm groupement de formule (VII) dans laquelle R5 represente une tete cycloamidine 
CA. 

Avantageusement, la tete cycloamidine CA de formule (U) comporte 5, 6, 7 
5 ou 8 ch^nons. 

Preferentiellement, dans la formule (HI), p et q sont choisis independamment 
I'un de Tautre parmi 2, 3 ou 4. 

Comme indique ci-avant, le groupement R contient au moins une chaine 
aliphatique ou au moins un derive de steroide, c'est a dire plus generalement au moins 
10 un segment hydrophobe. On entend au sens de ['invention par groupement 
hydrophobe tout groupement de type lipidique, favorisant la penetration cellulaire. 

De maniere preferentielle, le groupement lipophile est un radical aliphatique 
contenant 10 a 22 atomes de carbone, de preference en 12, 14, 16, 17, 18, ou 19 
atomes de carbone, et notamment les groupements (CH2)iiCH3, (CH2)i3CH3, 
15 (CH2)i5CH3, (CH2)i7CH3, et oleyl (chaine de 18 atomes de carbone insaturee). 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, les groupes et R7 sont 
identiques ou difFerents et represented chacun une chaine aliphatique saturee ou non, 
lineaire ou ramifiee, eventuellement fluoree, contenant 10 a 22 atomes de carbone. 

Lorsque le groupe lipophile est un derive de steroYde, celui-ci est 
20 avantageusement choisi parmi le cholesterol, le cholestanol, le 3-a-5-cyclo-5-a- 
cholestan-6-p-ol, I'acide cholique, le cholesterylformiate, le chotestanylformiate, le 
3a,5-cyclo-5a-cholestan"6p-yl formiate, la cholesterylamine, la 6-(l,5- 
dimethylhexyl)-3a,5a-dimethyl- 

hexadecahydrocyclopenta[a]cyclopropa[2,3]cyclopenta[ 1 ,2-flnaphta-len- 1 0-ylamine, 
25 ou la cholestanylamine. 

Ces nouveaux agents de transfert d'acides nucleiques de formule generale (I) 
peuvent se presenter sous forme de sels non toxiques et pharmaceutiquement 
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acceptables. Ces sels non toxiques comprennent les sels avec les acides mineraux 
(acides chlorhydrique, sulfurique, bromhydrique, phosphorique, nitrique) ou avec les 
acides organiques (acides acetique, propionique, succinique, maleique, 
hydroxymaleique, benzoYque, flimarique, methanesulfonique ou oxalique) ou avec les 
5 bases minerales (soude, potasse, lithine, chaux) ou encore avec les bases organiques 
(amines tertiaires comme la triethylamine, la piperidine, la benzylamine). 

A titre d'exemple illustratif d'agents de transfert d'acides nucleiques avantageux selon 
rinvention, on peut citer les composes de formules suivantes : 




1 

N-dioctadecylcarbamoylmethyl-2- { 3- [4-(2-imino-tetrahydro-pyrimidin- 
I -yl)-butylamino]propylamino } -acetamide 




2 

N-ditetradecyIcarbamoylmahyl-2-{3-[4-(2-iinino-tarahydro-pyriniidin^ 
I -yl)-butylarnino]propylamino } -acetamide 




3 

2.(3- {4-[3-(4,5-dihydro- lH-imidazol-2-ylaniiao)-propylamino]-butyla^ 
N-ditetradecylcarbamoylmethyl-acetamide 



9 



NyNH 



\— NH 
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2-(3-{bis-[3-(4,5-dihydro-lH-imida2»l-2-ylaniino)-propyl]-ainino} 
-propylainino)-N-ditetradecylcarbamoylmethyl-acetamide. 

Les agents de transfert d'acides nucleiques de I'invention peuvent etre 
prepares de differentes fa90iis. Notamment, une premiere methode consiste a 
effectuer une synthese de "briques" portant la fonction cycloamidine qui sont ensuite 
greffee(s) sur des lipides equipes de repartiteurs. Cette methode presente I'avantage 
d'acceder a un nombre important de produits. Une autre methode correspond a la 
synthese des Upopolyamines, la cyclisation en tetes cycloamidine etant effectuee dans 
un second temps. 

Au sens de I'invention, on entend par "briques" tout segment de molecule 
fonctionnel. Par exemple, la tete cycloamidine CA telle que defmie dans la formule 
generale (II), Rep ou encore R constiment chacun des briques au sens de I'invention. 

Des briques portant la ou les fonctions cycloamidine et qui peuvent etre 
directement couplees sont par exemple : 
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OH h 



La cyclisation des tetes amidine selon le second mode de synthese 
precedemment decrit peut par exemple etre effectuee par reaction entre une et/ou 
plusieurs amines primaires situees dans une molecule d'interet et des reactifs tels que 
5 le O-Methylisourea Hydrogen sulfate (Ref: J. Med Chem. 38(1995) 16, 3053-3061) 
ou le S-Methylisothiourea semisulfate (ref: Int. J. Pept. Prot. Res.40 (1992), 1 19-126). 
D'autres methodes et/ou d'autres reactifs connus de ITiomme du metier peuvent bien 
entendu etre utilises. 

Un autre objet de I'invention conceme une composition comprenant un agent 
10 de transfert d'acides nucleiques tel que defmi ci-avant, et un acide nucleique. 
Preferentiellement, I'agent de transfert et I'acide nucleique sent presents en quantites 
telles que le rapport R des charges positives du compose sur les charges negatives de 
I'acide nucleique soil compris entre 0,1 et 50, de preference entre 0,1 et 20. Ce rapport 
peut etre ajuste aisement par rhomme du metier en fonction du compose utilise, de 
15 I'acide nucleique, et des applications recherchees (notamment du type de cellules a 
transfecter). 
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On entend au sens de I'invention par "acide nucleique" aussi bien un acide 
desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de sequences naturelles 
ou artificielles. et notamment d'ADN genomique (ADNg), d'ADN complementaire 
(ADNc), d'ARN messager (ARNm), d'ARN de transfert (ARNt), d'ARN ribosomique 
5 (ARNr), de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques, 
d'oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
humaine. animale. vegetale, bacterienne, virale. etc... Ils peuvent etre obtenus par 
toute technique connue de ITiomme du metier, et notamment par criblage de banques, 
par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
10 chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
etre modifies chimiquement. 

Concemant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils 
peuvent etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des 
sequences plus longues. En particulier, les acides nucleiques sent avantageusement 
15 constitues par des plasmides, des vecteurs. des episomes, des cassettes d'expression, 
etc... Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter une origine de replication 
fonctiomielle ou non dans la cellule cible. un ou plusieurs genes marqueurs. des 
sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des genes d'interet 
therapeutique, des sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a 
20 d'autres composants cellulaires, etc... 

De preference, I'acide nucleique comprend une cassette d'expression 
constituee d'un ou plusieurs genes d'interet sous controle d'un ou plusieurs promoteurs 
et d'un terminateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. 

Au sens de I'invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
25 tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
proteique peut etre exogene homologue ou endogene vis-a-vis de la cellule cible, 
c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque 
celle-ci ne presente aucune pathologie. Dans ce cas, I'expression d'une proteine 
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permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
Texpression d'une proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene dinteret therapeutique peut aussi 
coder pour un mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite 
5 modifiee, etc., Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la 
cellule cible. Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou 
apporter une activite deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une 
pathologie, ou stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
10 citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc. (FR 92/03120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc..) les apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc., FR 
15 93/05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/1 1947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc., FR 93/04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation (Facteurs VII, VHI, DC), les genes intervenant dans la reparation de 
TADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les genes de 
20 Vhemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les enzymes du metabolisme, 
catabolisme etc. 

L'acide nucleique d'interet therapeutique peut egalement etre un gene ou une 
sequence antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler 
Texpression de genes ou la transcription d*ARNm cellulaires. De telles sequences 
25 peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement 
les sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement 
des ARN cibles (EP 321 201). 
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Comme indique plus haut, I'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs geaes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme 
ou I'animal una reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
I'invention permet la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a I'animal, notamment centre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. H peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d-Epstein Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite 
B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus 
ou encore de peptides antigeniques specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, I'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant I'expression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui 
sont naturellement responsables de I'expression du gene considere lorsque ces 
sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement 
s'agir de sequences d'origine differente (responsables de I'expression d'autres 
proteines, ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences 
promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome de la cellule que I'on desire infecter. De meme, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut 
citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP. CMV. RSV, etc... En outre, 
ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, etc... II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou 
repressible. 

Par ailleurs, I'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene d'interet therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence 
signal artificielle. L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal 
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dirigeant le produit therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la 
cellule. 

Les compositions peuvent en outre comporter des adjuvants capables de 
s'associer aux complexes agent de transfert/acide nucleique et d'en ameliorer le 
5 pouvoir transfectant. Dans xm autre mode de mise en oeuvre, la presente invention 
conceme done des compositions comprenant un acide nucleique, un agent de transfert 
d'acides nucleiques tel que defini ci-avant et un adjuvant capable de s'associer aux 
complexes agent de transfert/acide nucleique et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. 
La presence de ce type d'adjuvant (lipides, peptides ou proteines par exemple) peut 
1 0 permettre avantageusement d'augmenter le pouvoir transfectant des composes. 

Dans cette optique, les compositions de I'invention peuvent comprendre 
coiiune adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
particulierement avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La 
demanderesse a en effet montre que I'addition d'un lipide neutre permet d'ameliorer la 
15 formation des particules nucleolipidiques et de favoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la 
presente invention sont des lipides a deux chaines grasses. De maniere 
particulierement avantageuse, on utUise des lipides naturels ou synthetiques, 

20 zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologique. II 
peuvent etre choisis plus particulierement parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE), r oleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, - 
palmitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 
a 3 fois, les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 

25 cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que 
notamment les asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
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classiques bien connues de I'homme du metier. En particulier, I'extraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement 
Lehninger, Biochemistry). 

Plus recemment, la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
particulierement avantageux d'employer a titre d'adjuvant, un compose intervenant 
ou non directement au niveau de la condensation dudit acide nucleique (WO 
96/25508). La presence d'un tel compose, au sein d'une composition selon rinventton, 
permet de diminuer la quantite d'agent transfectant, avec les consequences benefiques 
qui en decoulent sur le plan toxicologique, sans porter un prejudice quelconque a 
I'activite transfectante. Par compose intervenant au niveau de la condensation de 
I'acide nucleique, on entend definir un compose compactant, directement ou non, 
I'acide nucleique. Plus precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau 
de I'acide nucleique a transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui 
lui est directement implique dans la condensation de cet acide nucleique. De 
preference, il agit directement au niveau de I'acide nucleique. Par exemple, I'agent 
precompactant peut etre n'importe quel polycation, par exemple la polylysine. Selon 
un mode de realisation prefere, cet agent intervenant au niveau de la condensation de 
I'acide nucleique derive en tout ou partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une 
nucleoline et/ou de I'un de leurs derives. Un tel agent peut egalement etre constime, 
en tout ou partie, de motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le 
nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon 
I'invention, ces motifs peuvent etre repetes de maniere continue ou non. C'est ainsi 
qu'ils peuvent ette separes par des liens de namre biochimique, par exemple un ou 
plusieurs acides amines ou de nature chimique. 

Preferentiellement, les compositions de I'invention comprennent de 0,01 a 20 
equivalents d'adjuvant pour un equivalent d'acides nucleiques en mol/mol et, plus 
preferentiellement, de 0,5 a 5. 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les compositions 
de la presente invention comprennent en outre un element de ciblage permettant 



d'orienter le transfert de I'acide nucleique. Get element de ciblage peut etre un element 
de ciblage extracellulaire permettant d'orienter le transfert de I'ADN vers certains, 
types cellulaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules hepatiques, 
cellules hematopoietiques...). D peut egalement s'agir d'un element de ciblage 
5 intracellulaire permettant d'orienter le transfert de I'acide nucleique vers certains 
compartiments cellulaires privilegies (mitochondries, noyau etc.). L'element de 
ciblage peut etre lie a I'agent de transfert d'acides nucleiques selon I'invention ou 
egalement a I'acide nucleique comme cela a ete precise precedemment. 

Parmi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de i'invention, on peut 
10 citer les sucres, les peptides, les proteines, les oligonucleotides, les lipides, les 
neuromediateurs, les hormones, les vitamines ou leurs derives. Preferentiellement, il 
s'agit de sucres de peptides ou de proteines tels que des anticorps ou des fragments 
d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des 
recepteurs ou des fragments de recepteurs, etc... En particulier, il peut s'agir de 
15 ligands de recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de 
recepteurs de type lectines cellulaires, ou de ligands a sequence RGD avec une 
affmite pour les recepteurs de proteines d'adhesion comme les integrines. On peut 
egalement citer les recepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le 
transporteur du folate. L'element de ciblage peut egalement etre un sucre permettant 
20 de cibler des lectines tels que les recepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalydes 
tel que le sialyde Lewis X, ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps 
simple chaine (ScFv). 

L'association des elements de ciblage aux complexes nucleolipidiques peut 
etre effectuee par toute technique connue de I'homme du metier, par exemple par 
25 couplage a une partie hydrophobe ou a une partie qui interagit avec I'acide nucleique 
de I'agent de transfert selon I'invention, ou encore a un groupement qui interagit avec 
I'agent de transfert selon I'invention ou avec I'acide nucleique. Les interactions en 
question peuvent etre, selon un mode prefere, de nature ionique ou covalente. 
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Selon une autre variante, les compositions de Tinvention peuvent aussi 
incorporer au moins m agent de surface non-ionique en quantite suffisante pour 
stabiliser la taiUe des particules de complexes nucleolipidiques. L'introduction 
d'agents de surface non-ionique previent la formation d'agregats, ce qui rend la 

5 composition plus particulierement adaptee a une administration in vivo. Les 
compositions selon I'invention incorporant de tels agents de surface presentent un 
avantage sur le plan de I'innocuite. Elles presentent egalement un avantage 
supplementaire en ce sens qu'elles diminuent le risque d'interferences avec d'autres 
proteines compte tenu de la reduction de la charge globale des compositions de 

10 complexes nucleolipidiques. 

Les agents de surface sont constitues avantageusement d'au moins un segment 
hydrophobe, et d'au moins un segment hydrophile. Preferentiellement, Le segment 
hydrophobe est choisi parmi les chaines aliphatiques, les polyoxyalkyl6ne, les 
polyester d'alkylidene, les polyethylene glycol a tete polyether benzylique et le 
15 cholesterol, et le segment hydrophile est avantageusement choisi parmi les 
polyoxyalkylene, les alccols polyvinyliques, les polyvinylpyrrolidones ou les 
saccharides. De tels agents de surface non-ioniques ont ete decrits dans la demande 
PCT/FR 98/00222. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation des composes tels que definis 
20 ci-avant pour le transfer! d'acides nucleiques (et plus generalement de polyanions) 
dans les cellules, in vitro, ex vivo ou in vivo. Une telle utiUsation est particulierement 
avantageuse car les agents de transfert d'acides nucleiques selon l'invention presentent 
une cytotoxicite reduite par rapport aux lipides cationiques de I'art anterieur. La 
demanderesse a notamment mis en evidence qu'a des rapports de charge tres eleves 
25 entrainant habituellement la mort des animaux consecutivement a la transfection, 
aucune cytotoxicite apparente n'etait decelee. 

Pour des utilisations in vivo, par exemple en therapie ou pour I'etude de la regulation 
de genes ou la creation de modeles animaux de pathologies, les compositions selon 
l'invention peuvent etre formulees en vue d'administrations par voie topique, cutanee. 
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orale, rectale, vaginale, parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous- 
cutanea, intraoculaire, transdermique, intratracheales, intraperitoneale, etc... De 
preference, les compositions de Tinvention contiennent un vehicule 
phannaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notanunent pour une 

5 injection directe au niveau de Torgane desire, ou pour une administration par voie 
topique (sur peau et/ou muqueuse). II pent s'agir en particulier de solutions steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour Tinjection ainsi que le 

10 nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, 
et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologic 
concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. En ce 
qui conceme plus particulierement le mode d'administration, il peut s'agir soit rfune 
injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou les voies 

15 circulatoires, soit d'un traitement de cellules en culture suivi de leur reimplantation in 
vivo, par injection ou greffe. Les tissus concemes dans le cadre de la presente 
invention sont par exemple les muscles, la peau, le cerveau, les poumons, le foie, la 
mte, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la lymphe, le sang, les os, les cartilages, le 
pancreas, les reins, la vessie, I'estomac, les intestins, les testicules, les ovaires, le 

20 rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, les tissus conjonctifs, etc... 
Avantageusement, les tissus transfectes sont les muscles. 

L'invention conceme en outre une methode de transfert d'acides nucleiques 
dans les cellules comprenant les etapes suivantes: 

(1) la mise en contact de I'acide nucleique avec un compose tel que defini ci-avant, 
25 pour former un complexe nucleolipidique, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en (1). 

La mise en contact des cellules avec le complexe peut etre realisee par 
incubation des cellules avec ledit complexe (pour des utilisations in vitro ou ex vivo), 
ou par injection du complexe dans un organisme (pour des utilisations in vivo). 
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L'incubation est realisee de preference en presence de par exemple de 0,01 a 1000 |ig 
d'acide nucleique pour 10^ cellules. Pour une administration in vivo, des doses d'acide 
nucleique comprises entre 0,01 et 10 mg peuvent par exemple etre utilisees. 

Dans le cas ou les compositions de Tinvention contiennent en outre un ou 
5 plusiexirs adjuvants tels que definis precedemment, le ou les adjuvants sont 
prealablement melanges au lipide selon Tinvention ou a I'acide nucleique. 

La presente invention foumit ainsi une methode particulierement 
avantageuse pour le transfert d'acides nucleiques in vivo, notamment pour le 
traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo ou in vitro d'un acide 

10 nucleique codant pour une proteine ou pouvant etre transcrit en un acide nucleique 
apte a corriger ladite maladie, ledit acide nucleique etant associe a un compose de 
formule generale (I) dans les conditions definies ci-avant. Plus particulierement, cette 
methode est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produit 
proteique ou nucleique, Tacide nucleique administre codant pour ledit produit 

15 proteique ou etant trranscrit en un produit nucleique ou encore constituant ledit 
produit nucleique. 

L'invention s'etend a toute utilisation d*un agent de transfert d'acides 
nucleiques selon I'invention pour la transfection in vivo, ex vivo, ou in viti'o de cellules. 

Les agents de transfert d'acides nucleiques de Tinvention sont particulierement 
20 utilisables pour le transfert d'acides nucleiques dans des cellules primaires ou dans des 
lignees etablies. II pent s'agir de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses 
(neurones, astrocytes, cellules gliales), hepatiques, hematopoietiques (lymphocytes, 
CD34, dendritiques, etc.), epitheliales etc., sous forme differenciees ou pluripotentes 
(precurseurs), 

25 Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend 

egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et 
figures qui suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant Tinvention sans en 
limiter la portee. 
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FIGURES 

Fijgure 1 : Structure des agents de transfert d'acides nucleiques 1, 2, 3 et 4 selon 
rinvention. 

Figure 2 : Structure des vecteurs synthetiques RPR 120535, RPR 121650, RPR 
5 120531, et RPR 122766 (decrits dans la demande de brevet WO 97/18185 
incorporee a la presente par reference). 

Figure 3 : Representation schematique du plasmide pXL2774. 

Figures 4 et 5 : Diagramme de phase des complexes agent de transfert/ADN. La 
liaison du lipide a TADN a ete determinee en suivant la diminution de la 

10 fluorescence (en %, 100% etant la fluorescence de TADN nu) du bromure 
dethidiiun (EtBr) (symbole ligne pleine), comme decrit selon Taxe y situe a 
droite. La taille des particules de complexes (en nm) est indiquee sur Taxe y situe a 
gauche. L'axe x represente le rapport de charge agents de transfert/ADN. La taille 
des complexes nucleolipidiques sans co-lipide est represente par le symbole ■ en 

15 ligne pleine. La taille des complexes nucleolipidiques contenant 25% de cholesterol 
est represente par le symbole □ en ligne discontinue. La taille des complexes 
nucleolipidiques contenant 40% de DOPE est represente par le symbole ♦ en ligne 
discontinue. La methode ne permet pas de determiner la taille des particules au dela 
de 3 ^im. 

20 Figure 6 : Activite de transfert de gene in vitro dans des cellules HeLa des 
complexes contenant le compose 1 selon la presente invention sans co-lipide ( barre 
du milieu en gris fence), avec 25% de cholesterol (barre de gauche en gris moyen), 
et avec 40% molaire de DOPE (barre de doite en gris clair), comparativement a 
I'ADN nu. Seuls les complexes dans lesquels TADN est completement sature en 

25 lipide et dont la taille est comprise entre 100 nm et 300 nm ont ete utilises. 

Figure 7 : Activite de transfert de gene in vivo apres injection directe dans le muscle 
des complexes contenant le compose 1 selon la presente invention ou le compose 
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gris moyen), et avec 40% molaire de DOPE (barre en gris clair), comparativement a 
TADN nu. Seuls les complexes dans lesquels I'ADN est completement sature en 
lipide et dont la taille est comprise entre 100 nm et 300 nm ont ete utilises . 

Fi ^re 8 : L'importance de I'invention est illustree en comparant I'activite de 
5 transfert de gene de deux lipides differents, le compose 1 selon Finvention et le RPR 
120531, et de I'ADN nu via deux routes d'administration : par voie intraveineuse 
(TV) et par voie intramusculaire (IM). Seuls les complexes dans lesquels I'ADN est 
completement sature en lipide et dont la taille est comprise entre 100 nm et 300 nm 
ont ete utilises. 

10 ARREVIATIONS FT SYMBOLES 



AcOEt : Acetate d* ethyle 

BOC : t-Butoxycarbonyl 

BQP . Benzotriazol-1 -yloxytris (dimethylamino) phosphonium 

hexafluorophosphate 

1 5 CH2CI2: Dichloromethane 

CHCI3 : Chloroforme 

DCC : Dicyclohexylcarbodiimide 

DCE : Dichloro 1-2 ethane 

DCU : Dicyclohexyluree 

20 DIEA : N-Ethyldiisopropylamine 

DMAP : 4-Dimethylaminopyridine 

j)IviF : Dimethylforaiamide 

DMSO : Dimethyle sulfoxide 

DODA : Dioctadecylamine 

25 EE : Ether de petrole 

Et Br : Bromure d'ethydium 

EtOH : Ethanol 

KHSO4 : Sulfate de potassium 
MeOH : Methanol 
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MeCN 


Acetonitrile 


MgS04 : 


sulfate de magnesium 


NaCl : 


Chlorure de sodium 


NaHCOs : 


carbonate de sodium 


NaOH: 


soude 


NEt3 : 


Triethylamine 


Rf: 


Coefficient de retention frontal 


TEA: 


triethylamine 


TFA: 


Acide trifluoroacetique 


THF : 


Tetrahydrofurane 


TMS : 


Tetramethylsilane 


UV: 


Ultra-Violets 


SPPS: 


Solid Phase Peptide Synthesis 


CCM : 


Chromatographie Couche Mince 


CLHP: 


Chromatographic Liquide a Haute Pression 


Z: 


Benzyloxycarbonyl 


CIZ: 


p-Chlorobenzyloxycarbonyl 



MATERIEL VT METHODES 

A\ MATERIEL 

- Les acides amines, polyamines (ou leur derives) de depart sont disponibles 
commercialement. C'est le cas par exemple de : N-(3-aminopropyl)glycine, N-(2- 
cyanoethyl)glycine, 2,4-diaminobutyric acide, ou peuvent etre synthetisees par des 
methodes classiques. 

- Les isothioureas cycliques sont egalement des produits commerciaux, comme par 
exemple le 2-Methylthio-2-Imidazoline hydro-iodide, ou peuvent etre synthetisees par 
des methodes classiques connues de rhomme du metier. 

- Les amines lipides sont commerciales ou bien synthetisees a partir des amines et 
aldehydes correspondants par reductioaalkylative. 
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- Les produits triethylamine, trifluoroacetique, BOP, DMAP, chloroformate de 
benzyle, diterbutyle dicarbonate sont des produits commerciaux. Les solutions de 
NaCi et NaHCOa sont saturees; la solution de KHSO4 est de 0,5 M. 

B\ METHODES 

5 I'i Mesures Physiques. 

Les spectres de RMN Proton ont ete enregistres sur des spectrometres Bruker 400 et 
600 MHZ. 

Les spectres de masse ont ete realises sur un API-MS/IIL 
2> Methodes de purification et d'analvse 

10 at Conditions de chromatographie en phase directe 

- Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 0,2 mm d* epaisseur. 

Elles sont revelees soit aux U.V. (254nm), a la nlnhydrine, en vaporisant (spray 
leger) une solution ethanolique de ninhydrine (40 mg/100 ml d'EtOH) pour reveler 

15 les amines ou les amides en chauffant a ISO^'C, a la fluorescamine, en vaporisant 
une solution (40 mg/100 ml d'acetone) pour reveler les amines primaires, au vert de 
bromocresol, en vaporisant une solution (0,1% dans le propanol-2) pour reveler les 
acides, a la vanilline en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de 
vanilline (3%) avec 3% H2SO4 suivi d'un chauffage a 120°C, ou a Tiode en 

20 recouvrant la plaque de poudre d'iode. 

- Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulometrie 0,063-0,200 nun. 

Conditions de purification HPLC preparative 

L'appareillage est un ensemble pour la chromatographie en phase liquide en mode 
25 gradient permettant une detection U.V. Cette chaine preparative est composee des 
elements suivants : 

Pompe A : GILSON modele 305 equipee d'une tete 50 SC. 
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PompeB : GILSON modele 303 equipee d'me tete 50 SC. 

Boucle d' injection . : 5 ml. 

Modtile de pression : GILSON modele 806. 

Melangevir : GILSON modele 811 C equipe d'une tete de 23 ml. 

Detecteur UV : GILSON modele 1 1 9 equipe d'une cellule preparative. 

rnllecteur de fraction : GILSON modele 202 equipe de portoirs n° 21 et de tube en 

verrede 10 ml. 

Inteerateur : SHIMADZU modele C-R6A. 

Colonne : Colonne C4 (10mm) en acier inoxydable de 25 cm de longueur et de 2.2 

cm de diametre commercialisee par VYDAC modele 214 TP 1022. 

La solution de produit a purifier est chargee sur la colonne par I'intermediaire de la 

boucle d'injection, I'eluat est recueiUi par fractions de un tube en 30 secondes. Le 

detecteur est regie aux longueurs d'onde de 220 nm et 254 nm. 

les phases mobiles sont ainsi definie : 

SolvantA Solvant B 

Eau demineralisee 2500 ml Acetonitrile pour HPLC 2500 ml 

Acide trifluoroacetique 2 ml Acide trifluoroacetique 2,5 ml 



Gradient : 



Temps en min 


% de solvant A 


% de solvant B 


Debit en ml/min 


0 


90 


10 


18 


10 


90 


10 


18 


110 


0 


100 


18 


120 


0 


100 


18 



c) Techniques de chromatograohie Analvtique 

- Les analyses HPLC (High performance Liquid Chromatography) ont ete realisees 
sur un appareil Merck-Hitachi equipe d'un integrateur calculateur D 2500 HITACHI, 
d'un autosampler AS-2000A, d'une pompe inteligent L-6200A, et d'un detecteur UV- 
vis L-4000 avec longueur d'onde reglable mise a 220 mn. 
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Les colonnes pour les separations analytiques sent des colonnes Browlee en acier 
inoxydable de 3 cm de longueiir et de 0,46 cm de diametre commercialisees par 
APPLIED BIOSYSTEM. 

La phase stationnaire est constituee par de TAquapore Butyl 7 micron. Les phases 
5 mobiles sont Teau (avec TFA) et Tacetonitrile (avec TFA). Les injection sont de 20 ^1 
d'une solution d'environ 1 mg/ml dans une vanne a boucle de 100 [ih Le debit pour 
les analyses est regie entre 1 ml/min et 4 ml/min. La pression est de 1 80 bars environ. 
Les conditions de separation sont resumees ci-dessous : 

Solvant A Solvant B 

1 0 Eau demineralisee 2500 mL Acetonitrile pour HPLC 2500 mL 

Acide trifluoroacetique 2 mL Acide trifluoroacetique 2.5 mL 



Gradient : 



Temps en min 


% de solvant A 


% de solvant B 


Debit en ml/min 


0 


60 


40 


1 


3 


60 


40 


1 


20 


0 


100 


1 


35 


0 


100 


1 


35.1 


60 


40 


4 


36.1 


60 


40 


4 


36.2 


60 


40 


2 


44 


60 


40 


2 



C\ MODE OPERATOIRE GENERAL 



B) Methode A ; Couplage d^un acide organiaue avec une amine 

15 L'acide organique (10 mmol) et Famine (10 mmol) sont introduit dans un ballon de 
250 ml, du CH2CI2 (100 ml) est ajoute et le melange est agite jusqu'a dissolution 
complete, Les produits DIEA (30 mmol) et BOP (1 1 mmol) sont ensuite ajoutes. Le 
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Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), le dichloromethane est 
evapore et le solide obtenu est repris dans de Tacetate d'ethyle (300 ml). La phase 
organique est lavee avec une solution de KHSO4 (4 fois 100 ml), de NaHCOa (4 fois 
100 ml), et de NaCl (4 fois 100 ml). La phase organique est sechee sur MgS04, filtree 
5 et evaporee sous vide. Les produits sont analyses par CCM, RMN et MS, et sont 
utilises sans autres purifications. Les rendements sont de Tordre de 90 %. 

Methode B ; Clivage des groupements Boc 

Le produit amine protege par des groupements Boc (1 mmol) est introduit dans un 
ballon equipe d'un barreau magnetique. 30 ml de TFA a 4°C sont ajoutes, puis la 
1 0 solution est agitee pendant une heure. Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM 
et/ou CLHP), le TFA est evapore sous vide puis le produit est seche par 
coevaporation avec 3 fois 30 ml d'ether ethylique. 

Methode C : Clivage des groupements Z 

Les produits contenant des groupes Z ou CIZ sont introduit dans un ballon equipe 
1 5 d'un barreau magnetique et dissous dans 10 ml de MeOH/g de produit. Du palladium 
sur charbon (10%, Ig/g de produit) et du formiate d'ammonium (1 g/g de produit) 
sont ajoutes a temperature ambiante. L'hydrogenolyse est suive par CLHP. Apres 
deux heures la reaction est achevee, le melange est filtre, et le filtre lave avec 3 fois 
10 ml de MeOH/g de produit. De Teau double distillee est ajoutee et la solution est 
20 congelee et lyophilisee, ou bien le filtrat est concentre a sec et le solide est repris dans 
de I'acetate dethyle (300 ml). La phase organique est lavee par NaHCOa (2 fois 100 
ml), et NaCl (2 fois 100 ml), puis elle est sechee sous MgS04, filtree et evaporee sous 
vide. Les produits sont analyses par CLHP et sont utilises sans autres purifications. 
Les rendements sont de Tordre de 90 %, 

25 d\ Methode D : Preparation des Boc amino-acides ou Z amino-acides 

L'amino-acide (0,1 mol/amine) est solubilise dans de la sonde IN (200 ml/amine) et 
du dioxane (200 ml). La solution est agitee dans un bain de glace, puis on ajoute 
goutte a goutte une solution de (Boc)20 ou CIZ (0,14 mol/amine) dans 200 ml de 
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dioxane. Le pH est maintenu a une valeur superieure a 9. Puis, le melange est agite a 
temperature ambiante pendant une nuit. Le dioxane est evapore sous vide, puis on 
acidifie le melange a pH 3 a Taide d'une solution de KHSO4. Ce qui est insoluble est 
extrait avec de I'acetate d'ethyle (3 fois 100 ml) puis lave avec une solution de NaCl 
(2 fois 100 ml). La phase organique est sechee sur MgS04, filtree et evaporee sous 
vide. Les produits sont analyses par CCM et/ou CLHP. 

Methode E : Cvanoethvlation et dicvanoethvlation d'un amino acide 
RrNH, -^ , 

H 



RrNH, 




Cvanoethvlation : 

10 Dans un ballon, Tainino-acide (0,05 mol) et NaOH (0,1 mol) sont solubilises dans 
150 ml d'eau. La solution est refroidie dans un bain de glace. Sous vive agitation, on 
coule lentement de racrylonitrile (0,05 mol) en gardant la temperature de la masse 
inferieure a 20°C. Le melange de reaction est maintenu une nuit a temperature 
ambiante. 

15 Le solvant est evapore sous vide, puis le melange est acidifie a pH 3 avec une solution 
de KHSO4. Ce qui est insoluble est extrait avec de I'acetate d'ethyle (3 fois 200 ml), 
puis lave avec une solution de NaCl (2 fois 100 ml). La phase organique est sechee 
sur MgS04, puis filtree et evaporee sous vide. 
Le brut est eventuellement purifie sur une colonne de silice. 

20 Dicvanoethvlation : 

La procedure est identique a celle decrite ci-dessus, avec 0,12 mol d'acrylonitrile. Une 
etape de maintient du melange a 50*C pendant deux heures est ajoutee apres I'etape a 
temperature ambiante toute une nuit. 



ft Methode F : Reduction du nitrile d'un cvano-amino-acide 

Dans un autoclave en inox de 1 litre, on introduit le cyano-amino-acide (50 mmol). 
On prepare en meme temps dans un becher une solution de 10 ml d'ethanol (95%) et 
de 3,3 g de NaOH (80 mol). Lorsque la soude est dissoute, on introduit cette solution 
5 dans I'autoclave. Un courant d'azote est passe dans I'autoclave et on introduit 2 ml de 
Nickel de Raney sur charbon. L 'autoclave est ferme. La pression initiale 
dliydrogenation est de 52 bar, et elle descend a 48,5 bar en une nuit a temperature 
ambiante. La suspension est filtree sur papier, le filtre est lave avec de Tethanol (4 
fois 25 ml), et les filtrats sont concentres a sec sous vide. On obtient un solide blanc 
10 qui est utilise sans autres purifications apres une analyse CCM. 

p) Methode G : Introduction d'un cycle guanidine a oartir d'h vdro-iodure 
d'isothiourea cvclioue 



Le produit contenant Famine primaire a modifier (1 mmol/amine) est solubilise dans 
15 du CH2CI2 (10 ml), puis on ajoute Thydro-iodure d'isothiourea cyclique (1,2 
mmol/amine) et le TEA (1,3 mmol/amine). Le melange est agite a temperature 
ambiante jusqu'a Tarret du degagement de sulfure de methyle. A la fin de la reaction 
(suivie par CLHP), le CH2CI2 est evapore sous vide. 

h) Methode H : Svn these diamine dilipidiaue 



Dans un ballon, Famine lipidique (0,02 mol) et I'aldehyde lipidique (0,02 mol) sont 
solubilises dans 200 ml de DCE. La solution est agitee, puis du triacetoxyborohydrure 
de sodium (0,028 mol) est ajoute. Le melange est maintenu sous agitation durant une 
nuit. 200 ml de CHCI3 sont coules, puis la solution est lavee avec NaHCOs (2 fois 





20 
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100 ml), et NaCl (2 fois 100 ml). La phase organique est sechee sur MgS04, puis 
filtree et evaporee sous vide. Les produits sont analyses par CCM, puis purifies sur 
une colomie de silice (CHCla/MeOH). Les rendements sont voisin de 50 %. 

EXEMPLES 

5 A\ SYNTHESES PES AGENTS DE TRANSFECTION 

Exemple 1 ; svnthese du compose 1 (N-dioctadecylcarbamoylmethyl-2- {3 -[4-(2- 
imino-tetrahydro-pyrimidin-l-yl)-butylamino] -propylamine} -acetamide) a partir du 
compose RPR 120535 A (dont la preparation a ete decrite dans la demande de brevet 
WO 97/1 8 1 85 et dont la stmcture est representee a la figure 2). 

10 Dans un ballon equipe d'un barreau magnetique, on dissout 0,784 mmol de RPR 
120535A dans 25 ml de methanol, et on ajoute 10,21 mmol de triethylamine. Puis on 
coule lentement (5 minutes) sur le melange une solution de O-Methylisourea et 
dacide sulfurique H2SO4 (1,173 mmol) dans de Teau (9 ml). Le melange est 
maintenu a 50°C dans un bain d'huile pendant vingt heures. 

15 Ensuite, le melange est concentre a sec au rotoevaporateur. On solubilise Textrait sec 
avec une solution d'eau (4 ml), d'ethanol (4 ml), et d'acide trifluoroacetique (1 ml). 
Cette solution est injectee en deux fois en CLHP preparative. 
Les fractions interessantes (determinees par CLHP analytique) sont regroupees, 
congelees et lyophilisees. On obtient ainsi 1 94 mg ( 0, 1 63 mmol ) de produit 

20 salifie. 

Rendement : 20,8 % 

CLHP analytique : Rt = 15,99 miuUtCS. 

Spectre de RMN ^H (400 MHz, (CD3)2SO d6, 5 en ppm) : 0,88 (t, J = 6,5 Hz, 6H : 
CH3 des chaines grasses) ; 1,24 (mt, 60H : CH2 centraux des chaines grasses) ; de 
25 1,35 a 1,70 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,57 (mt, 4H : (CH2)2 
centraux du butyle) ; 1,88 et 1,96 (2 mts, 2H chacun: CH? central du propyle et CH2 
central du cycle) ; de 2,85 a 3,35 (2 mts, 16H en totalite : les 8 NCH2) : 3,81 (s large, 
2H : NCH2CON) ; 4,03 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH2CON du glycyle) ; 7,25 et 7,84 
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(respectivement sets large, IH chacxiii : les 2 NH du cycle) ; 8,61 (t, J = 5,5 Hz, IH : 

NHCO) ; 8,70 et 9,02 (2 mfs, IH chacun : les 2 NH). 

MHl=846 

Exemple 2 : svnthese du compose 2 (N-ditetradecylcarbamoylmethyl-2- {3-[4-(2- 
5 imincvtetrahydro-pyrimidin-l-yl)-butylamino]-propylainmo}-acetami k partir du 
compose RPR 122766A (dont la preparation a ete decrite dans la demande de brevet 
WO 97/18185 et dont la structure est representee a la figure 2). 

Dans un ballon equipe d'un barreau magnetique on dissout 1,036 mmol de RPR 
122766A dans 30 ml de methanol, et on ajoute 13,13 mmol de triethylamine. Puis on 

10 coule lentement (5 minutes) sur le melange une solution de O-Methylisourea et 
d'acide sulftirique H2SO4 (1,554 mmol) dans de I'eau (9 ml). Le melange est 
maintenu a 50°C dans un bain d'huile pendant une vingtaine d'heures. Puis, le 
melange est concentre a sec au rotoevaporateur. On solubilise I'extrait sec avec une 
solution d'eau (3 ml), d'ethanol (2 ml), et de d'acide trifluoroacetique (0,5 ml). Cette 

15 solution est injectee en CLHP preparative. 

Les fractions interessantes (deteraiinees par CLHP analytique) sont regroupees, 
congelees et lyophilisees. On obtient finalement 218 mg (0,2022 mmol) de 
produit salifie. 

Rendement : R = 1 9,5 % 

20 CLHP analytique : Rt = 1 0-76 minutes. 

S pectre de RMN ^H (400 MHz, (CD3)2SO d6, 5 en ppm) : 0,88 (t, J = 7 Hz, 6H : 
CH3 des chaines grasses) ; de 1,15 a 1,40 (mt, 44H : (CH2)ii centraux des chaines 
grasses) ; 1,45 et de 1,50 a 1.65 (2 mts. 2H chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 
1,59 (mt, 4H : les 2 CH2 centraux du butyle) ; 1,91 et 1,97 (2 mts, 2H chacun : CHi 

25 central des propyles) ; de 2.85 a 3, 10 (mt, lOH : les 2 NCH2 du butyle - les 2 NCH2 
d'un des 2 propyles - et 1 des 2 NCH2 de I'autre propyle) ; 3,23 et de 3,30 a 3,50 (2 
mts, respectivement 5H et IH : I'autre NCH2 de I'autre propyle etNCH2 des chaines 
grasses) ; 3,79 (mf, 2H : NCH2CON) ; 4,03 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH2CON du 
glycyle) ; 7.27 et de 8,40 a 9,30 (respectivement s large et mf, 2H et 4H : NH2'^ 
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CF3COO', NH"" CF3COO" et =NH) ; 7,88 et 8,61 (respectivement s et s large, IH 
chacun : respectivement NHC=N et CONH). 
Mir = 734 

E^emnle 3 ; synthase du compose 3 (2-(3- {4-[3 -(4,5-dihydro- lH-imidazol-2- 
ylanuno)-propylammo]-butylanuno}-propylammo)-N-ditetradecylcarbamoylmeth^ 
acetamide) a partir du compose RPR 122766A (dont la preparation a ete decrite dans 
la demande de brevet WO 97/18185 et dont la structure est representee a la figure 2). 

Dans un ballon equipe d'un compte-bulle et d'un barreau magnetique, on dissout 0,36 
mmol de iodure de 2-methyImercapto-2-imidazolinium dans 0,36 ml de soude IN. A 
cette solution on ajoute 0,36 mmol de RPR 122766A prealablement dissout dans 1,44 
ml de soude IN, 5 ml d'eau, et 4 ml d'ethanol. Le melange est maintenu sous 
agitation jusqu'a I'arret de degagement de methyl mercaptan (24 heures). Le melange 
est ensuite concentre a sec au rotoevaporateur. On solubilise I'extrait sec avec une 
solution d'eau (4 ml), d'ethanol (4 ml), et de d'acide trifluoroacetique (0,5 ml). Cette 
solution est injectee en deux fois en CLHP preparative. 

Les fractions interessantes (determinees par CLHP analytique) sont regroupees, 
congelees et lyophilisees. On obtient fmalement 213 mg ( 0,1727 mmol ) de 
produit salifie. 

Rendement : R = 48 % 
HPLCanaiytique : Rt = 8,90 minutes. 

S pectre de RN4N (400 MHz, (CD3)2SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 
CD3COOD d4, 5 en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; de 1;15 
a 1,40 (mt, 44H : (CH2)ii centraux des chaines grasses) ; 1,45 et 1,55 (2 mts, 2H 
chacun : 1 CH2 de chaque chaine grasse) ; 1,65 (mt, 4H : les 2 CH2 centraux du 
butyle) ; de 1,80 a 1,95 (mt, 4H : CH2 central des propyles) ; de 2,80 a 3,05 (mt, lOH 
: les 2 NCH2 du butyle - les 2 NCH2 d' un des 2 propyles - et 1 des 2 NCH2 de 1' autre 
propyle) ; 3,24 (mt, 6H : I'autre NCH2 de 1 'autre propyle et NCH2 des chaines 
grasses) ; 3,56 (s, 2H : NCH2CON) ; 3,62 (s, 4H : NCH2CH2N) ;4,02 (d, J = 5 Hz, 2H 
: CONCHaCON du glycyle). 
MHl=777 
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Rxemple 4 ; Synthase du compose 4 (2-(3- {bis-[3-(4,5-dihyciro- 1 H-imidazol-2- 
ylarnino)-propyl]-amino}-propylamino)-N-ditetrad&ylcarbamoylmethyl-acet^ 

par la methode de synthese de briques. 

a) SYNTHESE DU BOC-GLY-DITETRADECYLAMINE (1) 
Le Boc-Gly est couple a la ditetradecylamine selon la methode A decrite dans la 
partie "Materiel et M^thodes". Le rendement est de 93%. 

CCM : Rf = 0,9 (CHCh/MeOH, 9: 1) 
MH+ : 567 

b) SYNTHESE DE [Z-NH(CH2)3]2-N-(CH2)3-NH-Boc-CH2-COOH (2) 

1) Synthese de NC-(CH2)2-NH-Boc-CH2-COOH (3) 
L'amine de la N-(cyanoethyl)-glycine est protegee par un groupement Boc 
suivant la methode D decrite dans la partie "Materiel et Methodes". Le 
rendement est de 98%. 

CCM : Rf = 0,66 (CHCb/MeOH, 8:2) 
MH+ : 229 

2) Synthese de NH2-<CH2)3-NH-Boc-CH2-COOH (4) 

Le produit (3) est hydrogene selon la methode F decrite dans la partie "Materiel 
et Methodes". 

CCM : Rf = 0,12 (CHCb/MeOH, 6:4) 
MH+ : 233 

3) Synthese de (NC(CH2)2li-N<CH2)3-NH-Boc-CH2-COOH (5) 
Le produit (4) est dicyanoethyle suivant la methode E decrite dans la partie 
"Materiel et Methodes". Le rendement est de 50%. 

CCM : R f = 0,75 (CHCb/MeOH, 6:4) 
MH+ : 3 39 

4) Synthese de [Z-NH-(CH2)3l2-N-(CH2)3-NH-Boc-CH2-COOH (2) 

Le produit (5) est hydrogene suivant la methode F decrite dans la partie 

"Materiel et Methodes". 

CCM : Rf = 0,14 (CHCb/MeOH, 6:4) 



Puis les amines sont protegees par des groupements Z suivant la methode D 
decrite dans la partie "Materiel et Methodes". Le Produit brut est purifie sur une 
colonne de silice (CHaCh/MeOH, 8:2). 

On obtient une meringue blanche avec un rendement de 66% par rapport au 
5 produit (4). 

CCM : Rf = 0,42 (CHCh/MeOH, 6:4) 
MH+ :615 

c) SYNTHESE DE [Z-NH(CH2)3]2-N-(CH2)3-NH-Boc-CH2-COGlyN[(CH2)u-CH3]2 
(6) 

10 Le Boc du produit (1) est clive suivant la mettiode B decrite dans la partie "Materiel et 
Methodes". 

CLHP : Rt = 12,86 min, (H20/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

Le produit obtenu est couple avec le produit (2) suivant la methode A decrite dans la 
15 partie "Materiel et Methodes". Le rendement est de 75% apres purification sur une 
colonne de silice (CH2Cl2/MeOH, 8:2). 
CCM : Rf = 0,86 (CHCh/MeOH, 8:2) 

CLHP : Rt = 17,44 min, (H20/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

20 d) SYNTHESE DE [NH2(CH2)3]2-N-(CH2)3-NH-Boc-CH2-COGlyN[(CH2)i3-CH3]2 
(7) 

Les groupements Z sont clives suivant la methode C decrite dans la partie "Materiel et 
Methodes". Un rendement de 40% est obtenu par rapport au produit (6). 
CLHP : Rt = 9,62 min, (H20/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
25 [0/100]). 

MH+ : 795. 

e) SYNTHESE DU COMPOSE 4 (8) 
L'hydro-iodure de 2-methylthio imidazoline reagit sur le produit (7) suivant la 
methode G decrite dans la partie "Materiel et Methodes". Le Boc est clive selon la 
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methode B decrite dans la partie "Materiel et Methodes". Le produit est purifie par 
CLHP preparative et les fractions analysees par CLHP. Le rendemant est de 34%. 
CLHP : Rt = 10,07 min, (HaO/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

5 S pectre de R M N (400 MHz, (CD3)2SO de a une temperature de 383K, d en 
ppm) : 0,92 (t, J = 7 Hz, 6H : CH3 des chaines grasses) ; de 1,25 a 1,45 (mt, 44H : 
(CH2)ii centraux des chaines grasses) ; 1 ,57 (mt, 4H : 1 CH2 de chaque chaine grasse) 
; de 1,70 a 1,90 (mt, 6H : CH2 central des propyles) ; de 2,50 a 3,40 (mt, 16H : les 2 
NCH2 des propyles et les NCH2 des chaines grasses) ; 3,68 (s, 8H : les 2 NCH2CH2N) 

10 ; 3,72 (s large, 2H : NCH2CON) ; 4,06 (s, 2H : CONCH2CON du glycyle). 
MH+ : 831 

R\ TTTH TSATTON DES AGENTS DE TRANSFECTIO N SELON L'INVENTION 

Kxemple 5 : preparation de complexes niicleoiiDidiaues 

Get exemple illustre la preparation de complexes agents de transfert / ADN. 

15 Le lipide cationique utilise dans cet exemple et dans les exemples qui suivent 

est le compose 1 (figure 1) en solution dans du chloroforme. Des quantites de 10 
nmoles de compose 1 (soit 1 1,8 ng de compose 1) par jig d'ADN ont ete utilisees. 
Dans certains cas, un co-lipide neutre. Cholesterol ou DOPE, est prealablement 
melange au lipide cationique. Un film lipidique fin se forme lorsqu'on evapore le 

20 chloroforme a I'aide d^un flux leger d'argon, puis il est rehydrate dans un melange de 
dextrose 5% et de chlorure de sodium 20 mM, pendant toute une nuit, a 4°C. Les 
echantillons sont ensuite traites aux ultrasons pendant 5 minutes, chauffes a 65°C 
pendant 30 minutes, et enfin traites a nouveau aux ultrasons pendant 5 minutes. On 
obtient ainsi des suspensions lipidiques qui sont stockees a 4°C jusqu'a leur 

25 utilisation. 

L'ADN utilise est le plasmide pXL2774 (figure 3) en solution dans un melange 
de dextrose 5% et de chlorure de sodium 20 mM a une concentration de 0,5 mg/ml ou 
1,0 mg/ml. Le plasmide pXL2774 possede les caracteristiques suivantes : 
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- niveau d'endotoxines inferieura 50 EU/mg, 

- Taux d'ADN superenroule superieur a 60%, 

- contenu d'ARN, c'est-a-dire d'ARNm, d'ARNt et d'ARN ribosomique, 
(determine par HPLC) inferievir a 5%, 

- taux d'ADN chromosomal inferieur a 1%, 

- contenu proteique inferieur a 1%, 

- osmolarite inferieure a 15 mosmoles/kg. 

On prepare les complexes agent de transfection/ADN en melangeant 
rapidement des volumes egaux de solution d'ADN et de suspension lipidique telles 
que decrites ci-dessus. La quantite de lipide complexe a I'ADN vane de 0,5 
nmoles/ng d'ADN a 12 nmoles/|Xg d'ADN. 

F.^emole 6 : CQunnrtcmcnt de« rftmnlexes for mps a different rapport de charge 

Cet exemple iliustre le comportement des complexes agent de 
transfection/ADN a differents rapport de charge. L'impact de I'ajout d'un co-lipide 
neutre est egalement iliustre. 

La taille des complexes a tout d'abord ete analysee en mesurant le diametre 
hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Laser Light 
Scattering) a Taide d'un appareil Coulter N4plus. les echantiUons sont dilues 20 fois 
dans une solution contenant 5% de dextrose et 20 mM de chlorure de sodium NaCl 
pour eviter les diffusions multiples. L'effet de la tete cycloamidine, de la composition 
lipidique. et du rapport de charge agents de transfert/ADN sur la taille des complexes 
a ainsi ete etudie. 

En regie generale, on distingue trois phases possibles lorsqu'on augmente le 
rapport de charge agents de transfert/ADN. Ces trois phases determined le potentiel 
therapeutique de I'agents de transfert d'acides nucleiques en question. Les figures 4 et 
5 iUustrent ces phases pour differents lipides cationiques : le RPR 120535, le RPR 
121650 (qui ont tous deux ete decrits dans la demande de brevet WO 97/18185), et le 
compose 1 selon I'invention. 
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A faible rapport de charge, I'ADN n'est pas sature par le lipide cationique. II 
reste encore de I'ADN nu, et les complexes sont globalement charges negativement. 
Les particules sont de petite taille (eatre 100 et 300 nm). Cette phase est appelee 
"Phase A". 

5 Le fait que I'ADN ne soit pas completement sature par le lipide cationique signifie 
que I'ADN n'est pas completement protege par le lipide. L'ADN peut done etre soumis 
aux degradations par les enzymes (DNAases). Par ailleurs, les complexes etant 
globalement negatifs, le passage de la membrane cellulaires est difficile. Pour ces 
raisons, les complexes nucleolipidiques de la phase A sont relativement inactifs. 

1 0 A rapport de charge intermediaire, I'ADN est completement sature par le lipide 

cationique, et les complexes sont globalement neutres ou legerement positifs. Cette 
phase est instable car les repulsions ioniques sont minimales et un phenomene de 
"crosslinking" peut se produire. La taille des particules est bien au dessus de la limite 
de detection par diffusion dynamique de la lumiere (tres superieure a 3 nm). Cette 

1 5 phase instable est appelee "phase B". 

Une telle taille de complexes n'est pas adaptee pour des utilisations en injection. 
Cependant, bien que le complexe RPR 120535/DOPE/ADN a un rapport de charge de 
5 forme des gros agregats qui precipitent, il a ete trouve actif en transfert de gene. 
Ainsi, les complexes ne sont pas forcement inactifs dans la phase B, mais ils sont 

20 seulement sous une formulation qui n'est pas appropriee pour leur injection dans un 
but pharmaceutique. 

A rapport de charge relativement eleve, I'ADN est sur-sature par le lipide 
cationique, et les complexes sont globalement positifs. Du fait des fortes repulsions 
entre les charges positives, cette phase est stable. EUe est designee sous le nom de 

25 "phase C". 

Contrairement a la phase C, les complexes nucleolipidiques sont sous ime forme telle 
que I'ADN est tres bien protege vis-a-vis des enzymes, et leur charge globalement 
positive facilite le passage de la membrane cellulaire de nature anionique. Les 
complexes de la phase C sont done particulierement adaptes a une utilisation pour le 
30 transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 
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En plus de la tete cycloamidine du lipide cationique, I'utilisation d"un co-lipide 
neutre aun fort impact sur la stabilite des complexes, comme cela est illustre figure 4 
et figure 5. les co-lipides ajoutes dans ces exemples sont soit du DOPE (lipide 
cationique/DOPE = 3/2), soit du cholesterol (Upide cationique /cholesterol = 3/1). En 
5 general, I'ajout du co-lipide neutre augmente I'instabilite des complexes, ce qui 
entraine Taugmentation de la quantite de lipide cationique requise pour atteindre la 
phase C. 

n faut noter que les valeurs du rapport de charge qui delimitent les trois phases 
A, B et C dependent du lipide cationique utilise. Ainsi, ces valeurs peuvent varier tres 
1 0 fortement d'un lipide a I'autre. 

Dans un second temps, TafFmite de I'agents de transfert vis-a-vis de I'ADN en 
fonction du rapport de charge a ete etudiee. Pour cela, la reduction de fiuorescence 
apres ajout de 3 jig de bromure d'ethidium (EtBr) a ete mesuree. En effet, la 
substitution du bromure d'ethidium de I'ADN par le lipide est une indication de 
15 liaison a I'ADN. 

Les formulations utilisees sont diluees 20 fois jusqu'a une concentration finale 
de 25 ng d'ADN/ml. La fluorescence relative mesuree pour I'ADN nu est definie 
comme etant 100%. Le taux de liaison avec I'agent de transfert d'acides nucleiques est 
represents par la reduction de la fluorescence relative de I'echantiUon. Les figures 4 et 
20 5 montrent que la fluorescence diminue quand le rapport de charge augmente, ce qui 
signifie qu'une plus grande quantite de lipide cationique est disponible pour se lier a 
I'ADN (plus la fluorescence decroit, plus une grande quantite de lipide cationique se 
lie a I'ADN jusqu'a atteindre la saturation). 

De cette fa5on, il a ete ainsi montre que I'affinite du lipide cationique pour 
25 1' ADN est determinee par la tete cycloamidine, mais pas par I'addition d'un co-lipide. 
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Kyemnic 7 : transfection in vitro 

Cet exemple illustre la capacite des agents de transfert selon I'invention a 
transfecter I'ADN dans les ceUules in vitro, comparativement a I'ADN nu. 

Des microplaques de 24 puits sont ensemencees avec 60000 cellules HeLa 

5 (ATCC) par puit, et transfectees 24 heures plus tard. Des complexes contenant 1 j^g 
d'ADN sont dilues dans 0,5 ml de milieu de culture DMEM (Gibco/BRL) en I'absence 
de serum, puis ajoutes dans chaque puit. Les cellules sont incubees a 37°C pendant 4 
heures. Le milieu contenant les complexes est ensuite enleve et remplace par un 
melange de DMEM et de 10% de semm de veau foetal. Puis, les cellules sont a 

10 nouveau mises en culture pendant 24 heures. Enfm, les cellules sont lysees et testees 
en utilisant un kit de test de luciferase (Promega) et un luminometre Dynex MLX. 

Les resultats indiques a la figure 6 soulignent la difference entre les 
performances de I'ADN nu par rapport aux complexes de I'invention totalement 
satures compose 1/ADN : aucune activite luciferase n'a pu etre detectee (sensibilite de 

15 I'appareil inferieure a 1 pg par puit) apres transfection in vitro d'ADN nu, alors que 
I'activite de transfert de gene des complexes selon I'invention varie de 200 pg/puit a 
8000 pg/puit. 

Cet exemple montre done clairement I'utilisation avantageuse des composes 
selon I'invention pour la transfection des cellules in vitro. 

20 Exemple 8 : transfection in vivo 

Cet exemple illustre la capacite des agents de transfert selon I'invention a 
transfecter I'ADN dans les cellules in vivo, comparativement a I'ADN nu et a un lipide 
cationique connu, le RPR 120531 decrit dans la demande WO 97/18185 et dont la 
structure est representee represente a la figure 2. 

25 Le transfert de gene in vivo a ete effectue sur des souris Balb/C par 

administration intramusculaire et intraveineuse. Les formulations qui ont ete 
comparees sont des formulations d'ADN nu, des formulations contenant le RPR 
120531, ou des formulations contenant le compose 1 selon I'invention. 
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Dans le cas des injections intmmusculaires, chaque souris a regu 30 fil de formulation 
contenant 15 |ig d'ADN dans le muscle anterieur du tibia. Les tissus sent recuperes 7 
jours apres Tinjection, ils sont congeles et stockes a -80°C en attendant d'effectuer les 
tests d'activite luciferase. Les mesures d'activite luciferase se font comme dans 
5 I'exemple 6. 

Dans le cas des injections par voie intraveineuse, chaque souris a regu 200 \il de 
formulation contenant 50 jag d'ADN. Les tissus sont recuperes dans ce cas 24 heiu^es 
apres Tinjection, puis congeles et stockes de la meme fagon que precedemment. 

Les resultats de transfert de gene in vivo sont presentes figure 7 et figure 8. Le 
10 rapport entre le compose 1 et TADN est de 10 nmoles/jag d'ADN. Le rapport entre le 
RPR 120531 et PADN est de 4 nmoles/^g d'ADN. 

La figure 7 illustre Tactivite in vivo du compose 1 selon Tinvention 
comparativement a TADN nu et au RPR 12053 L On constate que les niveaux 
d'activite luciferase sont equivalents entre TADN nu et le compose 1, ce dernier 
15 presentant en outre une activite tres amelioree par rapport au RPR 120531. Les 
mecanismes de transfert impliques semblent differents entre TADN nu et Tutilisation 
du compose 1 selon la presente invention. En effet, les complexes selon Tinvention 
utilises ne contiennent pas d'ADN libre (phase C) et de plus, leurs resultats in vitro 
sont tres superieurs a ceux de I'ADN nu. 

20 La figure 8 compare les activite du compose 1 selon Tinvention, de TADN nu 

et du RPR 120531, par voie intraveineuse et par voie intramusculaire. 

On constate que Tefficacite de transfection est a peu pres equivalente par voie 
intraveineuse pour les deux lipides cationiques. Par contre, par voie intramusculaire, 
I'efficacite de transfection du compose 1 selon Tinvention est tres nettement 
25 superieure. 

Par rapport a TADN nu, le compose 1 presente une transfection par voie 
intraveineuse, en plus de la transfection au moins equivalente par voie 
intramusculaire. 
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II apparait done que reffieacite de transfert de I'acide nucleique in vivo du 
compose 1 selon I'invention est globalement superieure a cellede 1' ADN nu et du RPR 
120531. 

Enfin, il apparait que les complexes selon Tinvention possedent Tavantage, par 
rapport a la transfection d'ADN nu, de proteger I'ADN des degradations par les 
nucleases, contribuant ainsi a ime amelioration significative de la stabilite des 
formulations. Les composes de la presente invention peuvent etre egalement utilises 
pour proteger TADN des deteriorations au cours de la lyophilisation, ameliorant la 
encore la stabilite des formulations. 
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RF.VFNDICATIONS 



5 



1. Agent de transfert d'acides nucleiques, sous foime D, L ou DL, ainsi que ses sels, 
de formule generale (I) : 

CA Rep R (I) 

pour laquelle : 

® CA represente une tete cycloamidine et ses formes mesomeres de formule 
generale (11) : 



I — I R, 

10 pour laquelle : 

. m, et n sont des entiers independants I'un de I'autre compris entre 0 et 3 inclus et tels 
que m+n est superieur ou egal a 1, 

• Ri represente un groupement de formule generale (III) : 

-^(CH,)— 

15 pour laquelle p et q sont des entiers independants Tun de I'autre compris entre 0 et 1 0 
inclus, et Y represente un groupement carbonyle, amine, methylamine, ou bien 
methylene, Y pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements [(CH2)p-Y], et etant entendu que R, peut etre lie a n'importe quel atome 
de la formule generale (11), 

20 . X represente un groupement NR2 ou bien CHR2, R2 6tant soit un atome d'hydrogene 
soit le groupement Ri tel que defini precedemment. 
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* Le groupement ^-iU;^ represente : 

4 4 

* l^^cas : un groupement de formule generale (IV) : 

NH 

iL 

pour laquelle W represente CHR"* ou bien NR'", et R" at R'" representent 
5 independemment I'un de I'autre un atome dliydrogene, un methyle, ou le groupement 
Ri tel que defini precedemment, etant entendu que R" et R"' ne peuvent pas etre Ri en 
meme temps, ou bien 

* 2^ cas : x m groupement de formule generale (V) : 

NHR' 
N^W (V) 

4 4 

10 pour laquelle W represente CHR'" ou bien NR'", et R' et R'" representent 
independemment I'un de I'autre un atome dliydrogene, un methyle, ou le groupement 
Ri tel que defmi precedemment, etant entendu que R' et R'" ne peuvent pas etre Ri en 
meme temps, 

® Rep est absent ou est un repartiteur de formule generale (VI) : 

O 



15 



-f-N (CH) 



(VI) 



R4 R3 

dont Tatome d'azote est rattache a CA, et : 
• t est un entier compris entre 0 et 8 inclus. 
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• r est un entier compris entre 0 et 10 inclus, r pouvant avoir des significations 
differentes au sein des differents groupements -NR4-(CH)r-, 

• R3, qui pent avoir des significations differentes au sein des differents groupements 
NR4-(CH)rR3, represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle, ou un 

5 groupement de formule generale (VII) : 

-[-(CH2V-N-]i;H (VII) 

R5 

pour laquelle u est un entier compris entre 1 et 10 inclus, s est un entier compris entre 
2 et 8 inclus pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements -(CH2)s"NR5, et R5 est un atome d'hydrogene, un groupement CA tel que 
10 definis precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les 
uns des autres et peuvent etre differents, ou bien un groupement de formule generale 
(VII) etant entendu que les groupements de formule generale (VII) sont independants 
les uns des autres et peuvent avoir des significations differentes, 

• R4 est defini de la meme fagon que R3 ou bien represente un groupement CA tel que 
15 defini precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les 

uns des autres et peuvent etre differents, et 

(D R est lie a la fonction carbonyle du groupement Rep de formule generale 
(VI), ou bien si Rep est absent R est lie directement a CA, et represente : 

• soit un groupement de formule NReR? pour laquelle R^ et R? representent 
20 independamment Tun de Tautre un atome dhydrogene ou un radical aliphatique sature 

ou non, lineaire ou ramifiee, eventuellement fluore, contenant 1 a 22 atomes de 
carbone, avec Tun au moins des deux substituants R6 ou R? different de Thydrogene et 
I'autre contenant entre 10 et 22 atomes de carbone, 



* soit un derive de steroide, 
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* soit un groupement de formule generale (VIII) : 

— [nH (CH2),-]^Q (VIII) 

pour laquelle x est un entier compris entre 1 et 8 inclus, y est un entier compris entre 
1 et 10 inclus, et soit Q represente un groupement C(0)NR6R7 pour lequel et R? 
5 sont definis comme precedemment, soit Q represente un groupement C(0)R8 pour 
lequel Rs represente un groupement de formule (DC) : 




O 



poxu- laquelle z est un entier compris entre 2 et 8 inclus, et R9 est un radical 
aliphatique sature ou non , eventuellement fluore, contenant 8 a 22 atomes de 
10 carbone, ou un derive de steroide, 

ou bien Rs represente un groupement -O-R9 pour lequel R9 est defini comme ci- 
dessus. 

2. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce 
que, dans le groupement de formule (VI), R3 et R4 representent des atomes 

15 d'hydrogene ou bien R4 represente un atome d'hydrogene et R3 est un groupement de 
fomiule (VH) tel que defini dans la revendication 1 pour lequel R5 represente une tete 
cycloamidine CA. 

3. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce que 
la tete cycloamidine CA de formule (II) comporte 5, 6, 7, ou 8 chainons. 

20 4. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce 
que, dans la formule (HI), p et q sont choisis independamment Tun de Tautre parmi 2, 
3, ou 4. 

5. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce que 
les groupements R^ et R7 sont identiques ou differents et representent chacun des 
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chaines aliphatiques saturees ou non, lineaires ou ramifiees, eventuellement flxiorees, 
contenant 10 a 22 atomes de carbone. 

6. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 caracterise en ce que 
les groupements et R? sont identiques ou differents et representent chacun des 

5 chaines aliphatiques saturees ou non, lineaires ou ramifiees, eventuellement fluorees, 
et contenant 12, 14, 16, 17, 18, ou 19 atomes de carbone. 

7. Agent de transfert d'acides nucleiques selon les revendications 1 et 5 camcterise en 
ce que le derive de steroYde est choisi parmi ie cholesterol, le cholestanol, le 3-a-5- 
cyclQr5-a-cholestan-6-p-ol, Tacide cholique, le cholesterylformiate, le 

10 ch(/te^tanylfonniate, le 3a,5-cyclo-5a-cholestan-6p-yl formiate, la cholesterylamine, 
la \J 6-(l ,5-dimethylhexyl)-3a,5a-dimethyl- 

hexadecahydrocyclopenta[a]cyclopropa[2,3]cyclopenta[l,2-flnaphta-len-10-ylamine, 

ou la cholestanylamine. 

8. Les agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 de formules : 
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H 



3 
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V- NH 




N — iT 



N 
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9. Precede de preparation des agents de transfert d'acides nucleiques selon les 
revendications 1 a 8 caracterise en ce que Ton effectue la synthese des briques portant 
la/les fonctions cycloamidine puis I'on greffe ces briques sur des lipides equipes de 

5 repartiteurs. 

10. Precede de preparation des agents de transfert d'acides nucleiques selon les 
revendications 1 a 8 caracterise en ce que Ton effectue la synthese des lipopolyamines 
puis Ton effectue la cyclisation en tete cycloamidine. 

11- Composition caracterisee en ce qu'elle comprend un agent de transfert d'acides 
10 nucleiques selon Tune des revendications 1 a 8 et un acide nucleique. 

12. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre tin ou plusieurs adjuvants. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que Tadjuvant est un ou 
plusievirs lipides neutres. 

15 14. Composition selon les revendications 12 et 13 caracterisee en ce que les lipides 
neutres sont des lipides a deux chaines grasses. 

15. Composition selon les revendications 12 a 14 caracterisee en ce que les lipides 
neutres sont des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de 
charge ionique dans les conditions physiologique, choisis par exemple parmi la 
20 dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 1* oleoylpalmitoylphosphatidylethanol- 
amine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi 
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que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, 
les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides (tels que notamment les galacto- 
cerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelines) ou encore 
les asialogangliosides (tels que notanunent les asialoGMl et GM2). 

5 16. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que Tadjuvant est un 
compose intervenant directement ou non au niveau de la condensation de Tacide 
nucleique. 

17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que I'adjuvant derive en 
tout ou partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun de 

10 leurs derives, ou bien est constitue, en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 
10, et pouvant etre repetes de maniere continue ou non. 

18. Composition selon les revendications 1 1 a 17 caracterisee en ce qu'elle contient en 
outre im ou plusieurs agents de surface non-ionique(s) en quantite suffisante pour 

15 stabiliser la taille des particules de complexes nucleolipidiques. 

19. Composition selon les revendications 1 1 a 18 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

20. Composition selon les revendications 1 1 a 18 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 

20 muqueuses. 

21. Utilisation d'un agent de transfert selon Tune des revendications 1 a 8 pour le 
transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

22. Utilisation d'un agent de transfert d'acides nucleiques selon Tune des 
revendications 1 a 8 pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules par voie 

2 5 intramusculaire. 



m. 
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23. Methode de trans fert d'acides nucleiques dans les cellules caracterisee en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de Tacide nucleique avec un agent de transfert tel que 
defini dans les revendications 1 a 8 poiu: former un complexe, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en (1). 

24. Methode de transfert d'acides nucleiques dans les cellules selon la revendication 
23 caracterisee en ce que ledit acide nucleique et/ou ledit agent de transfert sont 
prealablement melanges a un ou plusieurs adjuvants. 
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que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les phosphatidylglyc^rols, les diacylglycerols, 
les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides (tels que notanunent les galacto- 
cerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment les sphingomy^lines) ou encore 
les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et GM2). 

5 16. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que Tadjuvant est un 
compose intervenant directement ou non au niveau de la condensation de Tacide 
nucleique. 

17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que Tadjuvant derive en 
tout ou partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun de 

10 leurs derives, ou bien est constitue, en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 
10, et pouvant etre repetes de maniere continue ou non. 

18. Composition selon les revendications 1 1 a 17 caracterisee en ce qu'elle contient en 
outre un ou plusieurs agents de surface non-ionique(s) en quantite suffisante pour 

1 5 stabiliser la taille des particules de complexes nucleolipidiques. 

19. Composition selon les revendications 11 a 18 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

20. Composition selon les revendications 11 a 18 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 

20 muqueuses. 

21. Utilisation d'un agent de transfert selon Tune des revendications 1 a 8 pour le 
transfert in vitro ou ex vivo d'acides nucleiques dans les cellules. 

22. Utilisation d*un agent de transfert d'acides nucleiques selon Tune des 
revendications 1 a 8 pour le transfert in vitro ou ex vivo d'acides nucleiques dans les 

25 cellules par voie intramusculaire. 
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23. Methode de transfert in vitro ou ex vivo d'acides nucleiques dans les cellules 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de Tacide nucleique avec un agent de transfert tel que 
5 defini dans les revendications 1 a 8 poxir former un complexe, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en (1). 

24. Methode de transfert in vitro ou ex vivo d'acides nucleiques dans les cellules selon 
la revendication 23 caracterisee en ce que ledit acide nucleique et/ou ledit agent de 
transfert sont prealablement melanges a un ou plusieurs adjuvants. 
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